





























properties  to  the CNM,  tailored CNT were  impregnated with  2%  of  iron‐samples: CNT@2%Fe, 
CNT@2%Fe_N_MB,  and  CNT@2%Fe_HNO3.  The  better  performance  of  the  CNT  doped  with 
nitrogen was confirmed with CNT@2%Fe_N_MB, and the magnetic character facilitated its recovery 
after treatment, and did not affect its good catalytic properties. No dye removal was observed in the 
abiotic  assays,  so  the  removal  was  not  due  to  adsorption  on  the  CNM.  Furthermore,  the 








contamination  of  water  resources  with  different  pollutants,  including  azo  dyes.  Anaerobic 
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bioprocesses have  been  reported  as promising  for  the  removal  of  these  recalcitrant  compounds. 
However,  the  low  transformation  rates  of  many  recalcitrant  compounds  in  the  anaerobic 
bioprocesses,  mainly  due  to  electron  transfer  limitations,  may  represent  a  drawback  to  their 
application  [1]. The application of redox mediators  (RM) accelerates  the global anaerobic reaction 
rates  by  lowering  the  corresponding  activation  energy,  as  they  can  be  reversibly  oxidized  and 
reduced,  acting  as  electron  carriers  in  multiple  redox  reactions  [2].  A  wide  range  of  carbon 
nanomaterials (CNM), such as activated carbon (AC), activated carbon fibers (ACF), graphene oxide 
(GO), and carbon nanotubes (CNT) [2–9], have been used as RM in chemical and biological processes 
for  the  biological  reduction  and  detoxification  of wastewaters  contaminated with  azo  dyes  and 
aromatic amines  [8,10–12]. For  instance,  it was  shown  that  the  rates of  reduction of dyes and of 
aromatic amines were greatly  improved,  in batch and  in continuous bioreactors, by adding small 










surface  chemical  groups,  which  change  their  acidity  or  basicity  character,  without  changing 
significantly  the  textural properties  [9,21,22]. The prevalence of ketonic groups on  the material’s 
surface, and  the high content of delocalized π electrons on  the carbon basal planes are  the main 
factors affecting the overall kinetics of the reduction of azo dyes [9,21,23]. These electron‐rich and 
oxygen‐free sites are responsible for the high catalytic activity and basicity of CNM [9,16]. 
In  this sense, knowledge of  the surface chemistry of  these nanomaterials, namely  the pHPZC, 




treatments,  and  applied  to  the  biological  removal of AO10. The mesoporous  structure  and high 
surface active sites of CNT facilitate the access and diffusion of large molecules to the CNT surface, 

























average  length,  9.5  nm  average  diameter,  and more  than  95%  carbon  purity  (according  to  the 
supplier’s technical data sheet) was used as the initial material. A CNT with a strong acid character 
and  a high  amount of oxygen‐containing  surface groups  (sample CNT_HNO3) was prepared by 








equipment,  for 4 h at a  constant vibration  frequency of 15 vibrations/s. The  resulting CNT were 
subjected  to  thermal  treatment  under  N2  flow  (100  cm3  min−1)  until  600  °C,  and  kept  at  this 
temperature for 1 h, as described by Soares et al. [23]. 
Commercial CNT were  also  used  as  support  for  the metal  phase  (Fe),  in  order  to  provide 
magnetic properties  to  the catalyst. For  that propose, 2%wt Fe was supplemented  to  the CNT by 
incipient wetness impregnation from an aqueous solution of the corresponding metal salt (Fe(NO3)3). 
Following the impregnation step, the samples were dried at 100 °C for 24 h, treated under nitrogen 




Quantachrome  NOVA  4200e  multi‐station  equipment,  and  the  samples  had  been  previously 
degassed in a vacuum for 3 h at 150 °C. The Brunauer‐Emmett‐Teller (BET) specific surface area (SBET) 
was  calculated  from  the  nitrogen  adsorption  data  in  the  relative  pressure  range  of  0.05–0.3. 
Thermogravimetric  analysis was  performed  in  a NetzschSTA  409  PC  Luxx®. The  analyses were 











AMI‐300 Catalyst Characterization  apparatus, Altamira  Instruments,  Pittsburgh,  PA  15238, USA 
connected to a Dycor Dymaxion Mass Spectrometer, Ametek Process Instruments, Delaware, USA. 
The sample (0.100 g) was placed in a U‐shaped quartz tube located inside an electrical furnace, and 















As  the primary electron donor  substrate, a volatile  fatty acids  (VFA) mixture, containing acetate, 
propionate, and butyrate in a chemical oxygen demand (COD) based ratio of 1:10:10, was added to 














Data Analysis  Software). AO10  concentration was  calculated  considering  the  determined molar 
extinction coefficient of the dye at 480 nm (Ɛ480 nm = 22.27 mmol L−1 cm−1). Samples were withdrawn 
overtime during 48 h, centrifuged, and diluted up to an absorbance of less than 1, with a fresh solution 
of ascorbic acid  (200 mg L−1)  to prevent  the oxidation of  the  formed aromatic amines. First‐order 
reduction rate constants were calculated in OriginPro software 2016, applying the following Equation 
(1): 











by an  isocratic gradient  for 10 min. Prior  to HPLC analysis, samples were centrifuged  (10 min at 























Evaluation of  the possible  toxicity of all  the  samples  collected  after 48 h of  incubation, was 
performed by the standard bioassay “Water quality–Determination of the inhibition effect of water 
samples on  the  light emission of Vibrio  fischeri  (Luminescent bacteria  test)” method, using  freshly 
prepared bacteria [27]. V. fischeri strain NRRL‐B‐11177 was purchased as freeze‐dried reagent, BioFix® 
Lumi,  from  Macherey‐Nagel  (Düren,  Germany),  and  grown  in  our  laboratory  under  aerobic 









filtered  (Whatman SPARTAN syringe  filters, regenerated cellulose, 0.2 μm pore size) prior  to  the 
toxicity assay. The AO10 (0.25 mmol L−1), aniline (0.4 mmol L−1), ascorbic acid (200 mg L−1), and the 
anaerobic medium solutions were also tested. The initial concentration of AO10 at the beginning of 
















the addition of  the nanomaterials  to  the growth medium, which was  incubated at 20 ± 1 °C with 
orbital shaking at 180 rpm, over 92 h. Cell growth was evaluated through optical density analysis at 




















m2/g. Although  the differences  in  the SBET values between  the different CNM  are not higher,  the 
functionalization of the CNT led to a slight increase of SBET to 223 m2 g−1, for sample CNT_HNO3, and 
to 225 m2 g−1,  for sample CNT_N_MB. These differences suggest  that during  the  treatments some 






























TEM micrographs  of  the CNT  and CNT_N_MB  samples  shown  in  Figure  1  reveal  that  the 
pristine CNT were aggregates of  tubes highly entangled, curved, and  twisted with each other.  In 















to  a  decrease  of  the  pHPZC  of  the  original material,  from  6.6  to  2.2  (sample  CNT_HNO3),  and 
confirming  that  the  pHPZC  values  are  related  to  the  surface  groups  in  the materials,  since  the 
treatments  performed  on  the CNM  caused  changes  in  the  surface  chemistry.  The  results  of  the 




























CNT  189  81  6.6  99.8  0.11  0.00  0.00  0.06 
CNT_N_MB  366  53  6.7  96.4  0.18  1.69  0.00  0.39 






in  Figure  2.  The  removal  percentage  and  the  rate  of  decolorization were  calculated  at  different 
conditions, and are given in Table 3. In the control assay without CNM (only GS and substrate), the 
biological  removal  of AO10 was  32.4  ±  0.3%,  evidencing  the  recalcitrant nature  of  this dye. The 
application of all  the  tested CNM significantly  improved  the  removal of  the dye, and  the  rate of 
reaction. The  original CNT  accelerated  the  reduction  rate  10‐fold,  and  97.3% decolorization was 
obtained.  An  improvement  of  the  rate  was  even  achieved  with  the  treated‐doped  sample 










the  respective CNM and granular sludge  (GS), but without substrate, and  the abiotic assays with 
CNM in the absence of GS. 
  AO10 Reduction  Aniline Formation 









Control  32.4 ± 0.3  0.27 ± 0.03  43.6  0.11 
CNT  97.3 ± 0.2  2.64 ± 0.16  88.4  0.28 
CNT_N_MB  98.2 ± 0.1  2.94 ± 0.18  86.4  0.35 
CNT_HNO3  94.4 ± 1.2  2.32 ± 0.14  86.4  0.27 
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CNT@2%Fe  94.1 ± 1.4  2.00 ± 0.18  82.4  0.26 
CNT@2%Fe_N_MB  98.1 ± 0.1  2.50 ± 0.11  85.2  0.34 











Control  19.2 ± 1.1  0.09 ± 0.06  n.d.  n.d. 
CNT  43.3 ± 4.3  0.2 ± 0.02  n.d.  n.d. 
CNT_N_MB  38.7 ± 3.8  0.16 ± 0.03  n.d.  n.d. 
CNT_HNO3  41.5 ± 2.6  0.17 ± 0.01  n.d.  n.d. 
CNT@2%Fe  43.3 ± 2.9  0.18 ± 0.02  n.d.  n.d. 
CNT@2%Fe_N_MB  48.6 ± 1.8  0.2 ± 0.02  n.d.  n.d. 






CNT  6.6 ± 1.3  0  n.d.  n.d. 
CNT_N_MB  0.6 ± 0.7  0  n.d.  n.d. 
CNT_HNO3  3.8 ± 1.8  0  n.d.  n.d. 
CNT@2%Fe  2.6 ± 1.9  0  n.d.  n.d. 
CNT@2%Fe_N_MB  3.5 ± 2.3  0  n.d.  n.d. 
CNT@2%Fe_HNO3  2.6 ± 1.4  0  n.d.  n.d. 
n.d.–Not determined. 
The  better  results  obtained  with  N‐doped  CNT  were  expected,  as  doping  CNM  with 











studies  have  reported  that  oxidative  treatment  with  HNO3  worsens  the  catalytic  efficiency  of 
























After  biological  treatment  it  is pertinent  the  recover  and  reuse  the CNM.  In  this  sense,  the 
tailored CNM were impregnated with 2% of Fe to give them magnetic properties and the possibility 
of being recycled after treatment, and they were also tested for the biological reduction of AO10. The 
removals also  followed a  first‐order kinetic, and  the decrease  in AO10 concentration over  time  is 
present in Figure 2B. The percentage of removal, the rate of reaction (d−1), as well as the extent of 
aniline formation are presented in Table 3. In these assays, CNM impregnated with Fe showed similar 
behavior  compared with  similar CNM,  but without  2% of  Fe. The  reaction  rate  for CNT@2%Fe, 
CNT@2%Fe_N_MB, and CNT@2%Fe_HNO3, was 2.00 ± 0.18 d−1, 2.50 ± 0.11 d−1, and 1.59 ± 0.23 d−1, 
respectively. 
Despite  the  slightly decreased  reaction velocity  compared  to  the non‐magnetic CNM, better 
performance was again obtained with the N‐doped CNT obtained by the mecanothermal process. 





Despite  this, an AO10  removals of 94.1 ± 1.4%, 98.1 ± 0.1%, and 93.5 ± 0.6 were obtained  for 















provide  faster  electron  transfer  compared with  the  assay without CNM,  even without  substrate 
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Regarding  the control, which presented  an  initial  concentrations  of  acetate, propionate,  and 











Samples of each  reactor withdrawn over  time were analyzed by HPLC, aiming  to verify  the 
reduction of AO10, and identify the degradation by‐products formed during the treatment (Figure 
2). AO10 reduction was analyzed at 480 nm and identified at the retention time (Rt) of 10.2 min. The 
corresponding AO10  peak decreased  over  the  reaction  time,  and  after  48  h  of  treatment,  in  the 
presence of CNM, no AO10 was detected in solution (Figure S3). 
The by‐products  formed  from  the AO10 reduction were  identified at 230 nm, and  three new 
peaks were formed, P1 (Rt = 4.6), P2 (Rt = 7.2), and aniline (Rt = 13.6 min), as demonstrated in Figure 
3A and Table S2. In accordance with the results obtained for AO10 reduction, formation of aniline 
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Figure  3.  (A)  HPLC  chromatograms  of  the  biological  reduction  of  AO10,  in  the  presence  of 
CNT_N_MB, during 48 h of reaction at 230 nm. Ascorbic acid was detected at RT = 2.6 min; AO10 at 
RT = 10.2 min; aniline at RT = 13.6 min; undefined product P1 at RT = 4.6 min; and undefined product 





fold  for P1,  and  1.81‐fold  for P2, demonstrating  its better performance  comparative  to  the other 
magnetic  materials  (Figure  3C  and  Table  S2).  A  worse  performance  was  observed  for 
CNT@2%Fe_HNO3, and a P2 peak was not even detected (Table S2). 
In biological assays,  the  reaction begins with  the biological oxidation of  the substrate  (VFA), 
where the generated electrons are transferred through sequential reductive reactions until the final 
electron acceptor, in this study the azo dye, and as the reaction proceeds also the by‐products. Thus, 












Evaluating  the  toxicity  after  the  biological  process  is  crucial  to  demonstrate  if,  besides 
degradation of the pollutant, detoxification was also achieved, or, on contrary, if there was a toxicity 
increase due  to  the by‐products  formed. Thus,  the  toxicity of  the AO10  solution, and  the  treated 






exerted higher  inhibition  effects  (Table  4). Nevertheless, all  the  treated  samples were  considered 
slightly toxic, except CNT@2%Fe_HNO3, which was toxic (INH = 57.5 ± 9.2%) [44,45]. 


































detoxification was obtained by  the  treatment  (Table 4). The AO10 present  in  the  treated solution, 
which was not totally removed in this condition (Figure 2), and the formed by‐products (Table S2), 
may have both contributed to the toxicity. 
A  similar behavior was observed  in  the bioprocess catalyzed by  the CNM, but after 48 h of 
reaction, the removal of AO10 was complete, so the inhibition of luminescence presented in those 
solutions was  linked  to  the presence of  the  formed products,  as observed by  the HPLC  analysis 
(Figure 3). Furthermore, the toxicity results obtained with CNT_N_MB are in good agreement with 
the degradation assay, since the best results were also obtained with this material. As the degradation 
of AO10 was  faster with CNT_N_MB  (Figure  2A),  it  resulted  in  the higher detoxification of  the 




corresponding  only  to  the  toxicity  of  the  formed  products,  since  no AO10 was  detected  in  the 
solution.  On  the  other  hand,  since  the  rate  of  AO10  reduction  was  lower  in  the  presence  of 
CNT_HNO3 and CNT@2%Fe_HNO3, higher  INH was observed when  the  treatment of AO10 was 
performed with oxidized CNM. 






















probably due  to  the  low amount of CNM applied. Furthermore, another study has  reported  that 
multiwalled CNT  containing  carboxylic and hydroxyl groups on  its  surface,  in  the  concentration 
range  of  0.5–0.875  g  L−1,  did  not  show  any  significant  antimicrobial  activity  towards  Salmonella 
typhimurium, Staphylococcus aureus, and Bacillus subtilis [51]. The introduction of oxygen‐containing 
groups on  the  tips and sidewalls of  the CNT during oxidation of  the material, promoted a more 
hydrophilic  surface  structure  and  the  dispersity  of  the CNT,  avoiding  the  direct  contact  of  the 
microorganisms with  the CNT structure  [7,52]. Furthermore,  the oxidation of  the CNT effectively 





have  been  released  from  the CNT  to  the medium during  the  incubation  time.  For  instance,  the 
toxicological effect of zero valent iron at nanoscale (nano‐Fe0) was reported by several authors, since 





The  toxic  effect of  iron was not observed  in  the CNT@2%Fe_N_MB  and CNT@2%Fe_HNO3 
samples, probably because  the applied  treatments promoted  the removal of amorphous materials 
from CNM, and the functional groups incorporated in both treatments avoided the direct contact of 
the microorganisms with the sharp edges of the CNT, as mentioned above [30,58]. 
On  the other hand,  the  sharp  edges  of  the CNT may  interfere with  the  bacteria membrane 
stability when CNT are in contact with the microorganism [53,59]. Taking this into consideration, the 
bacteria were grown in the presence of the tested CNM, but no toxic effects were observed, either in 






higher  efficiency  as  RM  was  obtained  by  the  N‐doped  CNT  (CNT_N_MB),  obtained  by  a 
mechanothermal process, reaching 98% of dye removal, and enhancing  the  reaction rates over 11 
times, as compared with the anaerobic treatment in the absence of CNM. 
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Furthermore,  the magnetic  character  of  the  CNM  impregnated with  iron  allowed  its  easy 





reduction and,  also  the detoxification obtained with  those  two materials, as assessed  towards V. 
fischeri, makes them the best candidates to apply in anaerobic bioprocesses for anionic dyes. 
Despite the detoxification achieved, the generated by‐products demonstrated some toxic effects 
on  the  final  treated samples,  thus, raising  the  importance of going  further  in  the reduction of  the 
aromatic amines, and aiming at their total mineralization and the detoxification of the treated water. 
Therefore,  it  is  imperative  to  accelerate  the  biological  reactions which were demonstrated  to  be 
possible by the application of CNM. 











Formation rate  (a.u./day) and quantity  (%) of each of  the detected by‐products of  the biological reduction of 
AO10, after 48h of anaerobic process, in the absence (control) and presence of 0.1 g L−1 of different CNM. 
Author Contributions: A.R.S.—main  contributor  for  the  research work, performing  the main  experimental 
procedures  related  to  the biological assays, as well as  the writing of  the paper. O.S.G.P.S.—preparation and 
characterization of  the nanomaterials,  and  also  contributed with writing. M.F.R.P.—data  interpretation  and 
manuscript  revision. M.M.A.—data  interpretation  related  to  biological  assays  and  the  last  author,  and  also 
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